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PROCEDE DE PREPARATION DE POLYALKYLENIMINES 
FONCTIONN ALISES . COMPOSITIONS LES CONTENANT ET LEURS 

UTILISATIONS 

La presente invention se rapporte a un procede de preparation de 
5 polyalkylenimines fonctionnalises qui sont utiles pour la formulation d'acides 
nucleiques destines a etre transfectes dans des cellules. 

Avec le developpement des biotechnologies, la possibility de transferer 
efficacement des acides nucleiques dans les cellules est devenue une technique de base 
avec de nombreuses applications biotechnologiques. II peut s'agir du transfert d'acides 

10 nucleiques dans des cellules in vitro , par exemple pour la production de proteines 
recombinantes, ou au laboratoire pour l'etude de la regulation de Texpression des 
genes, le clonage de genes ou tout autre manipulation impliquant l'ADN. II peut 
egalement s'agir du transfert d'acides nucleiques dans des cellules in vivo, par exemple 
pour la realisation de vaccins, des etudes de marquage ou egalement des approches 

15 therapeutiques. II peut encore s'agir du transfert de genes dans des cellules prelevees 
d'un organisme, en vue de leur readrninistration ulterieure, par exemple pour la 
creation d'animaux transgeniques. 

Actuellement, le moyen le plus repandu pour transferer des genes dans des 
cellules est l'utilisation de vecteurs viraux. Mais ceux-ci n'etant pas completement 
20 denues de risques, plusieurs autres methodes basees sur I'emploi de vecteurs 
synthetiques ont ete proposees. Ces vecteurs synthetiques ont deux fonctions 
principales : complexer et compacter l'acide nucleique a transfecter, et promouvoir son 
passage a travers la membrane plasmique et eventuellement a travers les deux 
membranes nucleaires. 

25 Plusieurs families de vecteurs synthetiques ont ainsi ete proposees. Parmi 

celles-ci, les polymeres cationiques tels que les polyalkylenimines sont particulierement 
interessants. lis se sont montres en effet relativement efficaces lors de la transfection 
d'acides nucleiques, notamment in vivo. t et qu'ils presentent en outre une toxicite 
relativement faible. II a egalement ete observe que les complexes qu'ils forment avec 

30 les acides nucleiques (egalement appeles « polyplexes ») diffusent relativement bien 
hors du site d'injection (J.S. Remy et al. ; Advanced Drug Deliver}- Reviews, 30, 1998, 
pp. 85-95). 
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Par ailleurs, il semble a ce jour essentiel cie pouvoir disposer de vecteurs 
capables de cibler un acide nucleique approprie vers un organe, un tissu, un type 
cellulaire ou encore un compartiment cellulaire specifique, car il est important de 
pouvoir s' assurer que V acide nucleique transfecte interagit efficacement avec les 

5 cellules cibles sans diffuser defavorablement dans le reste de Forganisme. Le but vise 
est d'eviter toute action non-specifique des acides nucleiques sur des cellules autres 
que les cellules cibles. II a ainsi ete montre que le polyethylenimine galactosyl^ est un 
vecteur efficace pour le transfert in vitro de plasmides dans les cellules port ant le 
recepteur cellulaire (lectine) correspondant au galactose (Zanta et al., Bioconj. Chem., 

10 8(2), 1997, p. 839 ; T. Bettinger et al., Bioconj. Chem. t 1999). 

Jusqu'a present, les polymeres tels que par exemple le polyethylenimine 
galactosyl^, etaient obtenus par action d'un oligosaccharide avec le polyethylenimine 
en presence de cyanoborohydrure de sodium. Cependant, ce reactif presente 
Tinconvenient d'etre couteux et surtout tres toxique. Le risque d'une presence 

15 potentielle d'ions cyanure residuels dans le produit final qui est relativement cationique 
interdit toute possibility d'utilisation pharmaceutique. En outre, la recherche d'un 
procede de preparation alternatif est restee jusque-la infructueuse car les 
polyalkylenimines sont des polymeres - et non pas des petites molecules - qui sont 
insolubles dans de nombreux solvants, notamment les solvants apolaires. Ainsi, 

20 Tutilisation d'un procede alternatif mettant en oeuvre du triacetoxyborohydrure de 
sodium n'a pas ete possible. L'utilisation de borohydrure de sodium dans l'acide 
sulfurique aqueux et le melange pyridine-borane s'est egalement revelee incompatible 
avec les polymeres cationiques. II apparaissait done necessaire de mettre au point un 
procede alternatif compatible avec les polymeres cationiques de type 

25 polyalkylenimines, et qui n'implique que des reactif s pharmaceutiquement acceptables. 

II a ainsi ete trouve qu'il est possible de preparer des polyalkylenimines 
fonctionnalises par traitement d'un polyalkylenimine par un hemiacetal fonctionnalise 
en presence d'isopropoxyde de titane (IV) et de borohydrure de sodium. 

Un tel procede presente Tavantage de pouvoir etre mis en oeuvre dans un 
30 solvant compatible avec les polyalkylenimines comme par exemple les alcools et 
n'implique que des reactifs a la fois moins couteux et peu toxiques. 

Dans differents articles de Bhattacharyya et al. (J- Org. Chem., 1995, 60, pp. 
4928-4929 ; Synlett, 1995, pp. 1079-1080 ;/ Chem. Soc, Perkin Trans. 1, 1998, pp. 



2527-2531) le procede de preparation d'amines a partir de cetones ou d'aldehydes 
suivant avait ete decrit : 




HN 




1) isopropoxyde de titane (IV) 
(et eventuellement ethanol et 
triethylarnine) 




R 



2 2) borohydrure de sodium 



ou R et R* representent independamment Fun de l'autre un atome d'hydrogene, un 
groupe alkyle, un aryle ou forment ensemble un groupe cycloalkyle a 5, 6 ou 7 
chainons contenant eventuellement un heteroatome, et Ri et R2 representent 
independamment Fun de Tautre un atome d'hydrogene, un groupe alkyle 
eventuellement substitue par un hydroxy ou un ester, ou bien Ri et R2 forment 
ensemble un groupe cycloalkyle a 5 ou 6 chainons contenant eventuellement un 
heteroatome. Cependant, un tel procede n'etait decrit que dans le cadre de la 
preparation de petites molecules, c'est-a-dire en particulier des molecules non- 
polymeriques, contenant une seule fonction amine a partir de la cetone ou de 
T aldehyde correspondant. 

Selon la presente invention, le polyalkylenimine de depart a pour formule 
generate : 



dans laquelle R represente un atome d'hydrogene ou bien un groupe de formule 
genera le : 



n est un nombre entier cornpris entre 2 et 10 inclus, 

et p et q sont des nornbres entiers, etant entendu que la sornme p+q est telle que le 



II est entendu que dans la formule generate (I), la valeur de n et le groupe R 
peuvent varier entre les differents motifs -NR-(CH 2 ) n - et -(CH 2 )n-NH-. Ainsi, la 
formule generate (I) regroupe a la fois des polymeres lineaires et des polymeres 
branches, ainsi que des homopolymeres et des heteropolymeres. 




(I) 




(ID 



poids moleculaire moyen du polymere est cornpris entre 100 et 10 7 Da inclus. 
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De preference, n est compris entre 2 et 5. Des polymeres preferes sont par 
exemple le polyethylenimine (PEI) ou le polypropylenimine (PPI). En outre, les 
polymeres preferes pour la rnise en ceuvre de la presente invention et qui se sont 
montres tout particulierement efficaces en transfection sont ceux dont le poids 
5 rnoleculaire moyen est cornpris entre 10 3 et 5.10 6 . A titre d'exemple, on peut citer le 
polyethylenimine de poids rnoleculaire moyen 50 000 Da (PEI 50K), 25 000 Da (PEI 
25K), 22 000 Da (PEI 22K), ou encore le polypropylenimine 800 000 Da (PPI 800K). 

Les polyalkylenirnines utilises dans la presente invention peuvent etre obtenus 
selon differentes methodes connues de rhomme de Tart. lis peuvent par exemple etre 

1 0 synthetises chimiquement a partir du ou des monomeres correspondants, en condition 
de polymerisation anionique (par exemple polymerisation de Tethylenimine), ou par 
reduction de polyamides obtenus par polycondensation de diacides ou de diamines, ou 
encore par reduction d'irnines obtenues par polycondensation de dialdehydes avec des 
diamines. En outre, de nombreux polyalkylenirnines sont accessibles commercialement, 

1 5 comme par exemple le PEI 25K, le PEI 22K ou encore le PPI 800K. 

On entend au sens de 1' invention par « polyalkylenimine fonctionnalise » des 
polymeres cationiques de type polyalkyleimine sur lesquels des elements de ciblage 
sont lies de fagon covalente. Ces elements de ciblage permettent d'orienter le transfert 
de l'aeide nucleique vers certains types ceilulaires, certains tissus ou encore certains 
20 compartiments ceilulaires souhaites. La liaison covalente entre l'element de ciblage et 
le polyalkylenimine est obtenue par reaction avec un hemiacetal fonctionnalise, c'est-a- 
dire un hemiacetal dont Tun des substituants est ledit element de ciblage, dans les 
conditions reactionnelles enoncees precedemment. 

Plus precisement, on entend par hemiacetal fonctionnalise au sens de la 
25 presente invention, toute molecule ayant pour formule generate : 

dans laquelle n est egal a 0 ou 1, et R u R 2f R3 et R4 sont identiques ou differents et 
representent independamment les uns des autres un atome a d'hydrogene, un groupe 
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15 



20 



25 



30 



compatible avec la reaction mise en ceuvre ou bien un element de ciblage etant 
entendu que un et un seul substituant parmi R„ R„ R 3 et R, est un element de ciblage. 

A litre d'exemple de groupe compatible, on peut citer les hydroxy, les alkyles 
ayant 1 a 4 atomes de carbone (1 a 4 C) ou encore les hydroxyalkyles (1 a 4 C). 

L'element de ciblage peut etre soit directement greffe sur l'hemiacetal soit il 
est greffe par 1' intermedial d'une molecule de liaison bifonctionnelle (egalement 
appelee « linker »). Le « linker >> perm et le greffage dudit element de ciblage sur 
rhermacetal. greffage qui pourrait autrement ne pas etre possible d'un point de vue 
cheque, et/ou permet deloigner ledit element de ciblage de l'hemiacetal Par 
molecule de liaison bifonctionnelle, on entend toute molecules comportant au moins 
une fonction qui peut se lier covalemment a l'element de ciblage et au moins une 
fonction qui peut se lier covalemment a l'hemiacetal. 

Au sens de Invention, on entend par element de ciblage toute molecule qui 
permet d'orienter le transfert de 1'acide nucleique. Cet element de ciblage peut etre un 
element de ciblage extracellulaire permettant d'orienter le transfert de l'ADN vers 
certains, types cellulaires ou certains tissus souhaites (cellules tumorales, cellules 
hepat.ques, cellules hematopoietiques...). II peut egalement s'agir d'un element de 
cblage intracellular permettant d'orienter le transfert de l'acide nucleique vers 
certams compartiments cellulaires privileges (mitochondries ou noyau par exemple). 

Parmi les elements de ciblage utilisables dans le cadre de I'invention, on peut 
cuer les sucres, les peptides, les proteines, les oligonucleotides, les lipides les 
neuromed.ateurs. les hormones, les vitamines ou leurs derives. Preferentiellement il 
s'ag.t par exemple de sucres, de peptides ou de proteines tels que des anticorps ou des 
fragments d'anticorps, des ligands de receptees ceUulaires ou des fragments de ceux- 
ci. des receptees ou encore des fragments de receptees. En particulier, il peut s'agir 
de hgands de receptees de facteurs de croissance, de recepteurs de cytokines de 
receptees de type lectines ceUulaires, ou de ligands a sequence RGD avec une affinite 
pour les recepteurs de proteines d'adhesion comme les integrines. On peut egalement 
c.ter les recepteurs de la transferrine, des HDL et des LDL, ou le transporter du 
folate. L'element de ciblage peut egalement etre un sucre permettant de cibler des 
lectines tels que les recepteurs aux asialoglycoproteines ou aux syalyles tel que le 
Sialyl Lewis X, ou encore un fragment Fab d'anticorps. ou un anticorps simple chaine 
(ScFv). A tnre d'exemple, ledit sucre peut etre choisi parmi les mono-, di- ou tri- 
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saccharides. II peut s'agir par exemple de galactose, mannose, fucose, rhamnose, 
lactose, ou encore de maltose. 

Generalement, on effectue la reaction dans un solvant alcoolique, par exemple 
le methanol ou l'ethanol, a temperature comprise entre 100°C et 30°C. De preference, 
5 on opere dans l'ethanol a temperature ambiante, c'est-a-dire a temperature comprise 
entre 18°C et 25°C. 

En outre, on utilise generalement entre 25 et 100 moles d'isopropoxyde de 
titane (IV) par mole de polymere introduit, et plus preferentiellement entre 40 et 60 . 
moles d' isopropoxyde de titane (IV) par mole de polymere. 

10 On introduit egalement dans le melange reactionnel une quantite de 

borohydrure de sodium egale a 50 a 80 % (molaire) de la quantite d'isopropoxyde de 
titane (IV) utilisee. 

La quantite d'hemiacetal fonctionnalise utilisee pour la mise en ceuvre du 
precede selon 1' invention depend du taux de greffage que l'on souhaite obtenir. 
1 5 Avantageusement, on utilise entre 6 et 100 moles d'hemiacetal fonctionnalise par mole 
de polymere. 

Selon la quantite d'hemiacetal fonctionnalise mis en ceuvre, on obtient des 
polyalkylenimines fonctionnalises a des taux qui peuvent varier entre 1% et 20%, et de 
preference entre 4% et 20%. Dans le cas de I'utilisation d'un sucre a litre d'element de 

20 ciblage, le pourcentage de sucres greffes sur le polyalkylenimine peut etre determine 
precisement en utilisant la methode au resorcinol. Cette methode consiste a trailer le 
polyalkylenimine fonctionnalise qui a ete prealablement dialyse avec du resorcinol et 
de l'acide sulfurique, puis on chauffe a 90°C pendant 20 minutes. Apres 
refroidissement, l'absorbance a 495 nm est mesuree et comparee a un echantillon de 

25 reference (solution standard). La dialyse permet d'eliminer les elements de ciblage 
non-greffes, et la mesure faite en comparaison d'un echantillon de reference permet de 
determiner la quantite d'elements de ciblage greffes. Cette methode constitue par 
ailleurs Tun des moyens les plus surs pour caracteriser le produit obtenu, car s'agissant 
de polymeres, a n'est pas possible de les caracteriser par RMN (Resonnance 

30 Magnetique Nucleaire) ou par mesure de masse comme cela se fait classiquement sur 
des petites molecules. 
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Le precede selon la presente invention est particuUerement interessant car il 
const.tue un precede altematif a la fois peu couteux et peu toxique, pour preparer des 
vecteurs de transfert d'acides nucleiques capables de cibler certains tissus, certains 
types ceUulaires ou certains compartiments ceUulaires specifiques. En outre il a ete 
. remarque que les polyalkylenirnines fonctionnalises par des sucres sont moins toxiques 
vis-a-vis des cellules que les polyalkylenimines non-fonctionnalises. 

Les polyalkylenimines fonctionnalises sont utiles pour la transfection d 'acides 
nuclaques dans les ceUules. Dans ce but, les polyalkylenimines fonctionnalises sont 
melanges a un ou plusieurs acides nucleiques de facon a former des complexes 
egalement appeles « polypiexes » (on peut alors parler de « polyfection » plutot que de 
transfection). Afin d'obtenir une efficacite de transfection optimale, les proportions de 
polyalkylenimine fonctionnalise et d'acide nucleique sont choisies de preference de 
sorte que le polyplexe forme est globalement neutre ou legerement positif. D'une 
maiuere generate, on choisit lesdites proportions de facon a former des polypiexes 
posit* et ne precipitant pas, sans pour autant augmenter de facon trop importante la 
cat.on.cte des polypiexes formes car cela augmente aussi la toxicite Lesdites 
proportions doivent ainsi etre determines au cas par cas. Cependant. .esdites 
proportions sont generalement choisies de sorte que le rapport molaire entre les 
armnes du polyalkylenimine fonctionnalise et les phosphates de Facide nucleique est 
compris entre 0,1 et 50, de preference entre 0.5 et 20. Bien entendu, ce rapport peut 
etre a.sement adapte et optimise par 1'homme du metier en fonction du 
polyalkylenimine fonctionnalise utilise, de 1'acide nucleique. de la cellule cible du 
mode d'adrrunistration, ou encore selon les applications envisages (notamment le type 
de cellules a transferer) . 

Dans les polypiexes tels que decrits ci-avant, 1'acide nucleique peut etre aussi 
b.en un ac.de desoxyribonucleique qu'un acide ribonucleique. II peut s'agir de 
sequences natureUes ou artificieUes, et notamment d'ADN genomique (ADN") d'ADN 
complementaire (ADNc), d'ARN messager (ARNm). d'ARN de transfert (ARNt) 
d'ARN nbosomique (ARNr), de sequences hybrides ou de sequences sy^thetiques ou' 
serm-synthetiques, d 'oligonucleotides modifies ou non. Ces acides nucleiques peuvent 
etre par exemple d'origine humaine, animate, vegetate, bacterienne, ou virale lis 
peuvent etre obtenus par toute technique connue de 1'homme du metier, et notamment 
par cnblage de banques, par S> T,these chimique, ou encore par des methodes mixtes 
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incluant la modification chimique ou enzymatique de sequences obtenues par criblage 
de banques. lis peuvent etre modifies chimiquement. 

Concernant plus particulierement les acides desoxyribonucleiques, ils peuvent 
etre simple ou double brin de meme que des oligonuleotides courts ou des sequences 
plus longues. En particulier, les acides nucleiques sont avantageusement constitues par 
exemple par des plasmides, des vecteurs, des episomes, ou encore des cassettes 
d'expression. Ces acides desoxyribonucleiques peuvent notamment porter une origine 
de replication fonctionneUe ou non dans la cellule cible, un ou plusieurs genes 
marqueurs, des sequences regulatrices de la transcription ou de la replication, des 
genes d'interet therapeutique, des sequences antisens modifiees ou non, ou encore des 
regions de liaison a d'autres composants cellulaires. 

De preference, l'acide nucleique comprend un ou plusieurs genes d'interet 
therapeutique sous controle de sequences de regulation, par exemple un ou plusieurs 
promoteurs et un terminateur transcriptionnel actifs dans les cellules cibles. 

Au sens de Invention, on entend par gene d'interet therapeutique notamment 
tout gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
proteique ainsi code peut etre notamment une proteine ou un peptide. Ce produit 
proteique peut etre exogene homologue ou endogene vis-a-vis de la ceUule cible, c'est- 
a-dire un produit qui est normalement exprime dans la cellule cible lorsque ceUe-ci ne 
presente aucune pathologie. Dans ce cas, l'expression d'une proteine permet par 
exemple de paUier une expression insuffisante dans la cellule ou l'expression d'une 
proteine inactive ou faiblement active en raison d'une modification, ou encore de 
surexprimer ladite proteine. Le gene d'interet therapeutique peut aussi coder pour un 
mutant d'une proteine ceUulaire, ayant par exemple une stabilite accrue ou une activite 
modifiee. Le produit proteique peut egalement etre heterologue vis-a-vis de la cellule 
cible. Dans ce cas, une proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une 
activite deficiente dans la cellule, lui permettant de lutter contre une pathologie, ou 
stimuler une reponse immunitaire. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut a 
titre d'exemple citer les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les lymphokines 
(par exemple les interleukines, les interferons, ou le TNF : FR 92/03120), les facteurs 
de croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les 
facteurs trophiques (par exemple BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, 
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VEGF, NT3, NTS, ou HARP/pleiotrophine) les apo lipoproteins (par exemple ApoAI 
ApoAIV, ou ApoE: FR 93/05125), la dystrophin ou une minidystrophine 
(FR 91/11947), la proteine CFTR associee a la mucoviscidose, les genes suppresseurs 
de tumeurs (par exemple p53, Rb. RaplA, DCC, ou k-rev : FR 93/04745), les genes 
codant pour des facteurs impliques dans la coagulation (par exemple les Facteurs VII. 
VIII, IX), les genes intervenant dans la reparation de l'ADN, les genes suicided 
(thymidine kinase, cytosine deaminase), les genes de l'hemoglobine ou d'autres 
transporteurs proteiques, les enzymes du metabolisme ou du catabolisme. 

L'acide nucleique d'interet therapeutique peut egalement etre un gene ou une 
sequence antisens, dont l'expression dans la cellule cible permet de controler 
l'expression de genes ou la transcription d'ARNm ceUulaires. De telles sequences 
peuvent par exemple etre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires 
d'ARNm ceUulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique 
decrite dans le brevet EP 140 308. Us genes therapeutiques comprennent egalement 
les sequences codant pour des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement 
des ARN cibles (EP 321 201). 

Comme indique plus haul, l'acide nucleique peut egalement comporter un ou 
plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capables de generer chez l'homme 
ou l'animal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre 
l'mvention permet la realisation soit de vaccins soit de traitements 
unmunotherapeutiques appliques a l'homme ou a ranimal, notamment contre des 
m, C ro-organisme S> des virus ou des cancers. II peut s'agir notamment de peptides 
anngeniques specifiques du virus d'Epstein Barr, du virus HIV, du virus de l'hepatite B 
(EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, du "syncitia forming virus", d'autres virus 
ou encore de peptides antigeniques specifiques de tumeurs (EP 259 212). 

Preferentiellement, l'acide nucleique comprend egalement des sequences 
permettant l'expression du gene d'interet therapeutique et/ou du gene codant pour le 
peptide antigenique dans la cellule ou l'organe desire. II peut s'agir des sequences qui 
sont naturellement responsables de l'expression du gene considere lorsque ces 
sequences sont susceptibles de fonctionner dans la ceUule infectee. II peut egalement 
s'agir de sequences d'origine differente (responsables de l'expression d'autres proteines, 
ou meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes 
eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
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genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus. A cet egard, on peut citer par exemple les 
promoteurs des genes E1A, MLP, CMV, ou RSV. En outre, ces sequences 
depression peuvent etre modifiees par exemple par addition de sequences deactivation 
ou de regulation. II peut aussi s'agir de promoteur, inducible ou repressive. 

Les polyplexes ainsi formes peuvent etre formules en vue d'adrninistrations par 
exemple par voie topique, cutanee, orale, rectale, vaginale, parenteral intranasale, 
intraveineuse. intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, 
intratracheal, ou intraperitoneal De preference, les polyplexes formes contiennent - 

) un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, 
notamment pour une injection directe au niveau de I'organe desire, ou pour une 
administration par voie topique (sur peau et/ou muqueuse). II peut s'agir en particuker 
de solutions steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, 
qui par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 

5 constitution de solutes injectables. Les doses d'acides nucleiques utilisees pour 
l'injection ainsi que le nombre d'adrninistrations peuvent etre adaptees en fonction de 
differents parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, de la 
pathologie concemee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. En ce qui concerne plus particulierement le mode d'administration, d peut 

>o s'aair soit d'une injection directe dans les tissus, par exemple au niveau des tumeurs, ou 
da^s les voies circulatoires, soit d'un traitement de cellules en culture suivi de leur 
reimplantation in vivo, par injection ou greffe. Les tissus concernes dans le cadre de la 
presente invention sont par exemple les muscles, la peau, le cerveau, les poumons, le 
foie, la rate, la moelle osseuse, le thymus, le coeur, la lymphe, le sang, les os, les 

25 cartilages, le pancreas, les reins, la vessie, l'estomac, les intestins, les testicules, les 
ovaires, le rectum, le systeme nerveux, les yeux, les glandes, ou les tissus conjonctifs. 

Les compositions comprenant les polyplexes tels que decrits ci-avant peuvent 
etre utilisees pour le transfert d'acides nucleiques dans les cellules. Plus precisement, 
lesdites compositions peuvent etre utilisees pour la preparation d'un medicament 
30 destine a trailer les maladies, en particulier les maladies qui resultent d'une deficience 
en un produit proteique ou nucleique. 

, . Une methode pour transferer des acides nucleiques dans des cellules consiste a 
effectuer les etapes suiv antes : 
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(1) la formation d'une composition comprenant les polyplexes tels que decrits ci- 
avant, et 

(2) la mise en contact des cellules avec la composition formee en (1). 

Outre les dispositions qui precedent, la presente invention comprend egalement 
d'autres caracteristiques et avantages qui ressortiront des exemples et figures qui 
suivent, et qui doivent etre consideres comme illustrant l'invention sans en limiter la 
portee. 

FIGURES 

F 'g" re 1 : histogramme representant l'activite luciferase en RLU/^g de proteines 
(RLU : « Relative Light Unit » c'est-a-dire unite de lumiere relative) dans les ceUules 
ECV304 pour differentes formulations polyalkylenimine glycosyle/ADN a des rapports 
de charges (+/-) variant de 3 a 28. 

La courbe en trait continu noir represente le pourcentage de survie cellulaire selon Ie 
rapport de charges (+/-) entre le polyalkylenimine glycosyle et l'ADN pour chaque 
formulation [3a], [3b], [4a] et [4b] util isee. 



' S ure 2 : histogramme representant l'activite luciferase en RLU/ng de proteines 
(RLU : « Relative Light Unit » c'est-a-dire unite de lumiere relative) dans les cellules 
HeLa pour differentes formulations polyalkylenimine glycosyle/ADN a des rapports de 
charges (+/-) variant de 3 a 28. 

La courbe en trait continu noir represente le pourcentage de survie cellulaire selon le 
rapport de charges (+/-) entre le polyalkylenimine glycosyle et l'ADN pour chaque 
formulation [3a], [3b], [4a] et [4b] utilisee. 

Fi S ure 3 : histogramme representant l'activite luciferase en RLU/jag de proteines 
(RLU : « Relative Light Unit » c'est-a-dire unite de lumiere relative) dans les cellules 
HepG2 pour differentes formulations polyalkylenimine glycosyle/ADN a des rapports 
de charges (+/-) variant de 3 a 28. 

La courbe en trait continu noir represente le pourcentage de survie cellulaire selon le 
rapport de charges (+/-) entre le polyalkylenimine glycosyle et l'ADN pour chaque 
formulation [3a], [3b], [4a] et [4b] utilisee. 



' S ure 4: Representation schematique du plasmide pXL2774 utilise dans les 
experiences de transfert d'ADN dans les cellules. 
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EXEMPLES 



Exemple 1 : preparation de PEI-maltose 4% [3a] 

La reaction mise en ceuvre peut etre ecrite schematiquement de la f agon suivante : 



polyalkylenimine 




Ti(OiPr) 4 
NaBH., 




polyalkylenimine 



OH 

5 0,02 mmol de PEI 25 KDa (500 mg, de chez Aldrich) sont dissoutes dans 20 ml 
d'ethanol anhydre. 0,7 mmol de maltose (252 mg) sont ensuite ajoutees et la solution 
ainsi obtenue est melangee sous atmosphere d' azote pendant 15 minutes. 1 mmol 
d'isopropoxyde de Titane IV (0,3 ml) est ajoutee lentement au melange reactionnel et 
on maintient sous agitation pendant une nuit. Puis on ajoute 0,75 mmol de 

10 borohydrure de sodium (28,5 mg) et on continue l'agitation pendant 8 heures. Le 
melange reactionnel est ensuite filtre et concentre a 10 ml. La solution resultante est 
finalement dialysee pendant 12 heures (membrane d'exclusion de taille 12000). Le 
rendement est de 80%. 

Le pourcentage de residus de maltose greffes est determine par la methode au 
15 resorcinol precedemment decrite : 23 residus maltose se sont greffes sur le 
PEI 25 KDa, correspondant a un taux de greffage des groupements amino de 4 %. 

Exemple 2 : preparation de PEI-maltose 12% [3b] 

0,02 mmol de PEI 25 KDa (500 mg, de chez Aldrich) sont dissoutes dans 20 ml 
d'ethanol anhydre. 2 mmol de maltose (720 mg) sont ensuite ajoutees et la solution 
20 ainsi obtenue est melangee sous atmosphere d'azote pendant 15 minutes. 2,7 mmol 
d'isopropoxyde de Titane IV (0,8 ml) sont ajoutees lentement au melange reactionnel 
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d sod ^ T aglt3tl0n ^ ^ ° n ^ 2 ™° l de bo-hydrure 

de sodmm (76 mg) et on continue 1'agitation pendant 8 heure, Le melange reactLnel 

est en^te futre et concentre a 10 ml. La solution resultante est fina,eLt~ 
pendant 12 heures (membrane d'exclusion de taille 12000). Le rendement est de 80% 

r^rlT^ T r ' SidUS ^ m3lt0Se gr6ff6S la ~ au 

resorono, precedemment decrite : 70 residus maltose se sent greffes sur le 

PEI 25 KDa, cortespondant a un taux de greffage des groupements amino de 12 %. 
Exemple 3 : preparation de PEWactose 6% (4a] 

La reaction mise en oeuvre peut etre ecrite schematiq 

^ OH 



uement de la facon suivante : 




''OH 



H^ 



^^^polyalkylenimine 



Ti(0/Pr). 
NaBH. 




N ^^^oIyalkylenimine 
H 

''OH 



0,02 de PE! 25 KDa (500 mg. de chez Aldrich) son, dissoutes dans 20 m, 

d . hano, a^jtfre. 1 mmo. de iactose (360 mg) es, ensuite ajou.ee e, la burton ainsi 
obtenue es, melangee sous atmosphere d'azote pendan, 15 nJnu.es. 1.35 mmo! 
d aopropoxyde de Ti.ane IV (0.4 m,, son, ajoutees ientemen, au melange reactions, 

a «" ation f*- <"» «*■ W on ajoute ! mmol de torohydrure 
de sodmm (38 mg) e, on continue .'agitation pendan, 8 heure , 

est «, e Wtre e, concentre i !0 mj. U soiutbn resuhame est finatemen, dMysee 
pendant 12 heures (membrane d'exclusion de taille 12000). Le rendement es, de 80% 
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Le pourcentage de residus de lactose greffes est determine par la methode au 
resorcinol precedemment decrite: 35 residus lactose se sont greffes sur le 
PEI 25 KDa, correspondant a un taux de greffage des groupements amino de 6 %. 

Fvemple 4 ; preparation de PEI-lactose 17% [4bl 

0 02 mmol de PEI 25 KDa (500 mg, de chez Aldrich) sont dissoutes dans 20 ml 
d'-ethanol anhydre. 3 mmol de lactose (1080 mg) sont ensuite ajoutees et la solution 
ainsi obtenue est melangee sous atmosphere d'azote pendant 15 minutes. 4 mmol 
d'isopropoxyde de Titane IV (1,2 ml) sont ajoutees lentement au melange reactionnel 
et on maintient sous agitation pendant une nuit. Puis on ajoute 3 mmol de borohydrure 
de sodium (114 mg) et on continue Imitation pendant 8 heures. Le melange 
reactionnel est ensuite filtre et concentre a 10 ml. La solution resultante est finalement 
dialysee pendant 12 heures (membrane d'exclusion de taille 12000). Le rendement est 
de 80%. 

Le pourcentage de residus de lactose greffes est determine par la methode au 
resorcinol precedemment decrite: 99 residus lactose se sont greffes sur * 
PEI 25 KDa. correspondant a un taux de greffage des groupements amino de 17 %. 

^ p l, ri^tUisation : tansfection in vitro d'ADN plasmidique complex* au PEI- 
maltose 4% et 12% ou au PEI-lactose 6% et 17% dans different* types 

cellulaires. , . , 

Cet exemple illustre la capacite des rx>lyalkylenirnines fonctionnalises synthetases ci- 

avant a transferer l'ADN dans les cellules. 

L'ADN utilise est le plasmide pXL2774 en solution dans un melange de chlorure de 
sodium 150 mM a une concentration de 80 ug/ml. Ce plasmide contient le gene luc 
codant pour la luciferase sous controle du promoteur CMV du cytomegalovirus. Sa 
taille est de 4500 bp. Le schema de ce plasmide est represent a la figure 4. Le 
plasmide pXL2774 a ete purifie selon les methodes decrites dans la demande de brevet 
WO 97/35002. 

Les polyplexes sont prepares par melange volume a volume d'une solution de plasmide 
P XL2774 avec une solution de PEI fonctionnalise dilue dans l'eau a des 
concentrations variables selon le rapport de charge souhaite. 

Des microplaques de 24 puits sont ensemencees avec 60000 cellules HeLa (ATCC) 
' par puit, et transferees 24 heures plus tard. 50 ^1 de la solution de polyplexes sont 
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ajoutes goutte a goutte dans chaque puit. En 1'absence de serum, le milieu etait au 
prealable supplement* par du SVF (serum de veau foetal) 2 heures avant la 
transfechon. Les ceUules sont ensuite incubees a 37°C pendant 4 heures. Le milieu 
contenant les complexes est ensuite enleve et remplace par un melange de DMEM et 
5 de 10% de serum de veau foetal. Puis, les cellules sont a nouveau mises en culture 
pendant 24 heures. Enfin, les cellules sont lysees et testees en utilise un kit de test de 
luoferase (Promega) et un luminometre Dynex MLX. En outre, la toxicite des 
polyplexes a ete evaluee par mesure des concentrations du lysat ceUulaire et exprimee 
en activite enzymatique par \ig de proteines du lysat. 

10 Us resultats indiques aux figures 1, 2 et 3 rendent compte de 1'efficacite de 
transection avec les differents PEI fonctionnalises syruhetises ci-avant pour des 
rapports de charges avec l'ADN variables et dans 3 lignees cellulaires differentes. 
On constate globalement que 1'efficacite de transfert est relativement elevee sauf 
orsque Ton utilise des polyplexes formes a partir de PEI a haut taux de greffage 

.5 (efflcacue avec le PEI-maltose 12% moins elevee qu'avec le PEI-maltose 4% et 
eff.cac.te avec le PEI-lactose 17% moins elevee qu'avec le PEMactose 6%) Le taux 

de greffage est done un parametre qu'il est important d'optimiser selon les applications 

envisagees. 

En outre, il a ete constate que la substitution des groupes amino par un hemiacetal 
20 fonct.onnalise reduit de fagon significative la toxicite induite par le PEI vis-a-vis des 
ceUules, en pamculier a rapport de charge avec l'ADN eleve. En effet, le pourcentage 
de survie des ceUules (figures 1. 2 et 3) reste beaucoup plus eleve que celui qu'on 
obfent avec .utilisation de PEI non-fonctionnalise pour transferer l'ADN (resultat 
non-montre). 

25 Ainsi, cet exemple montrent que les polyalkylenimines fonctionnalises obtenus par le 
procede selon la presente invention, qui est sur et peu couteux , sont de bons candidats 
pour la transfection d'ADN dans les cellules. 
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RF.VF.ND I CATIONS 

1. Procede de preparation de rx>lyalkylenimines fonctionnalises caracterise en ce que 
l'on traite un rx>lyalkylerumine par un hemiacetal fonctionnalise en presence 
d'isopropoxyde de titane (IV) et de borohydrure de sodium. 

2. Procede de preparation de polyalkylenirnines fonctionnalises selon la revendication 

1 caracterise en ce que l'on opere dans un solvant alcoolique. 

3. Procede de preparation de polyalkyleriirriines fonctionnalises selon la revendication 

2 caracterise en ce que ledit solvant alcoolique est le methanol ou l'ethanol. 

4. Procede de preparation de polyalkylenirnines fonctionnalises selon la revendication 
1 caracterise en ce que l'on opere en outre a temperature comprise entre 10 et 30°C. 

5. Procede de preparation de polyalkylenirnines fonctionnalises selon la revendication 
1 caracterise en ce que Ton utilise entre 25 et 100 moles d'isopropoxyde de titane (IV) 
par mole de polyalkylenimine. 

6. Procede de preparation de polyalkylenirnines fonctionnalises selon la revendication 
1 caracterise en ce que Ton utilise une quantite de borohydrure de sodium egale a 50 a 
80 % (molaire) de la quantite d'isopropoxyde de titane (IV) utilisee. 

7. Procede de preparation de polyalkylerumines fonctionnalises selon la revendication 
1 caracterise en ce que Ton utilise entre 6 et 100 moles d'hemiacetal fonctionnalise par 
mole de polyalkylenimine. 

8. Procede de preparation de polyalkylenirnines fonctionnalises selon la revendication 
1 caracterise en ce que le polyalkylenimine de depart a pour formule generate : 

-j-N— (CH 2 )„-^- (I) 
R 

dans laquelle R represente un atome d'hydrogene ou bien un groupe de formule 
generate : 

-hcH 2 )-N-b (H) 

n est un nombre entier compris entre 2 et 10 inclus, 
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et p et q sont des nombres entiers. etant entendu que la somme p+q est telle que le 
poids moleculaire moyen du polymere est compris entre 100 et 10 7 Da inclus. 

9. Procede de preparation de polyalkylenimines fonctionnalises selon la revendication 

8 caracterise en ce que ledit rxjlyalkylerurnine de depart est le polyethylenirnine (PEI) 
5 ou le polypropylenimine (PPI). 

10. Procede de preparation de polyalkylenirnines fonctionnalises selon la revendication 

9 caracterise en ce que ledit polyalkylenimine de depart est choisi parmi le 
polyethylenirnine de poids moleculaire moyen 50 000 Da ou 25 000 Da ou 22 000 Da 
ou le polypropylenimine de poids moleculaire moyen 800 000 Da. 

0 11. Procede de preparation de polyalkylenirnines fonctionnalises selon la revendication 
1 caracterise en ce que 1'hemiacetal fonctionnalise a pour formule generate : 

R lv ^O v .OH 




dans laqueUe n est egal a 0 ou 1, et R,. R 2) R 3 et R, sont identiques ou differents et 
representent independamment les uns des autres un atome d'hydrogene, un groupe 
compatible avec la reaction mise en ceuvre ou bien un element de ciblage, etant 
entendu que un et un seul substituant parmi R t , R 2 , R 3 e t R, est un element de ciblage. 

12. Procede de preparation de polyalkylenirnines fonctionnalises selon la revendication 

1 1 caracterise en ce que ledit groupe compatible est choisi parmi les hydroxy, les 

alkyles ayant 1 a 4 atomes de carbone (1 a 4 C) ou encore les hydroxyalkyles (1 a 4 
C). 

13. Procede de preparation de polyalkylerurnines fonctionnalises selon la revendication 
11 caracterise en ce que ledit element de ciblage est choisi parmi les sucres, les 
peptides, les proteines, les oligonucleotides, les lipides, les neuromediateurs, les 
hormones, les vitamines ou leurs derives. 

14. Procede de preparation de polyalkylenirnines fonctionnalises selon la revendication 
13 caracterise en ce que ledit element de ciblage est choisi parmi les ligands de 
recepteurs de facteurs de croissance, de recepteurs de cytokines, de recepteurs de type 
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lectines cellulaires, les ligands a sequence RGD avec une affinite pour les recepteurs de 
proteines d'adhesion comme les integrines, les recepteurs de la transferrine, les HDL 
les LDL, le transporter du folate, le Sialyl Lewis X, les fragments Fab d'anticorps, les 
anticorps simple chaine (ScFv), les mono-, di- ou les tri-saccharides. 

15. Procede de preparation de polyalkylenimines fonctionnalises selon la revendication 
14 caracterise en ce que ledit saccharide est choisi parmi le galactose, le mannose, le 
fucose, le rhamnose, le lactose, ou encore le maltose. 

16. Procede de preparation de polyalkylenimines fonctionnalises selon la revendication 
1 caracterise en ce que le pourcentage d'hemiacetals fonctionnalises greffes sur le 
polyalkylenimine est compris entre 1% et 20%. 

17. Composition comprenant au moins un polyalkylenimine fonctionnalise obtenu par 
le procede selon la revendication 1 et au moins un acide nucleique. 

18. Composition selon la revendication 17 caracterisee en ce que ledit acide nucleique 
est un acide desoxyribonucleique ou un acide ribonucleique. 

19. Composition selon la revendication 18 caracterisee en ce que ledit acide nucleique 
comprend un ou plusieurs genes d'interet therapeutique sous controle de sequences de 
regulation. 

20. Utilisation dune composition selon la revendication 17 pour la preparation d'un 
medicament destine a la transf ection des cellules. 

21. Utilisation d'une composition selon la revendication 17 pour le transfer! d'acides 
nucleique dans des cellules. 

22. Methode de transfert d'acides nucleiques dans des cellules comprenant les etapes 
suivantes : 

(1) la formation d'une composition telle que definie a la revendication 17, et 

(2) la mise en contact des cellules avec la composition formee en (1). 
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FIG. 2 



Cellules Hela 
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FIG. 3 



Cellules HepG2 
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FIG. 4 
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